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Eljaras hidrofob anyagokat bonto mikroorganizmusok eloallitasara es 

mikroorganizmusok 



A talalmany targydt kepezik eljarasok hidrofob anyagokat, elonyosen szennye- 
zodeseket, koolajkomponenseket vagy -szarmazekokat bonto mikroorganizmusok izo- 
lalt formaban torteno elo&llitasara, maguk a mikroorganizmusok es alkalmazasuk. 

A technika allasa szerint ismeretesek kulonbozo szennyezodeseket, koolajkom- 
ponenseket vagy -szarmazekokat bonto mikroorganizmusok, illetve eljarasok ezek sze- 
lektalasara, amely eljarasok elve az, hogy a mikroorganizmusokat szenforraskent csupan 
a lebontando anyaggal latjak el. 

Ilyen mikroorganizmusok peldaul azok, amelyeket az Oil Cleaning Bio-Products 
Ltd. P.O.Boksz 46, Royston, Hertfordshire SG8 9PD U.K ceg forgalmaz, peldaul a 
Hegrem es a Hegboost torzsek (Id a mellekelt termektajekoztatokat) 

Tovabbra is fennall azonban az igeny elonyos szelekcios eljarasokra, amelyek 
soran olyan vilagos krit&iumokat alkalmazunk, amelyek nagy biztonsaggal hatekony 
mikroorganizmusokhoz vezetnek el. Igeny van tovabba az ismerteknel hatekonyabb mik- 
roorganizmusokra is. 



Aktaszamunk: 97753-78 14/SG 



DEFINICIOK 

"Talaj" kifejezesbe a leirasban a talaj teljes melyseget beleertjiik a felszini rete- 
gektol (A-szint vagy humuszszint) az anyakozettel vagy a vizzaro reteggel erintkezo 
legmelyebb retegig (pi. geologiai reteg vagy D-szint). 

"Koolajkomponens" a koolaj, ak&r a nyers koolaj barmely osszetevqjet, frakcio- 
jat vagy ezek barmilyen kevereket ertjuk. 

"Koolajszarmazek" alatt a koolaj vagy barmely komponensenek barmilyen, mes- 
tersegesen eloallithato vagy nem geologiai folyamat soran keletkezo szarmazekat ertjuk. 

A "tenzid" szo jelentese barmely feliiletaktiv anyag. 

„Mikroorganizmus" alatt a leirasban olyan egy- vagy tobbsejtu vagy sejtes szer- 
kezet nelkuli, elonyosen egysejtu elolenyeket ertunk, amelyek a mikrobiologia vizsgalati 
korebe tartoznak. Elonyosen a bakteriumok, gombak, moszatok, kulonosen a kekmosza- 
tok tartoznak ide. 

> >Iikroorganizmus-t6rzs ,, alatt mikroorganizmusok egyetlen sejtbol kiindulo 
tiszta tenyeszetet ertjuk, elonyosen egy adott fajnak rendszeres tovabbtenyesztesevel 
fenntartott vagy fenntarthato tenyeszetet. 

Az alabbiakban roviden Qsszefoglaljuk a talalmany szerinti eljarast. 
A talalmany targya eljaras hidrofob szennyezoanyag, koolajkomponens vagy - 
szarmazek bontasara alkalmas, a bonto aktivitast a szennyezoanyagot, koolajkomponenst 
vagy -szarmazekot tartalmazo hidrofob fazis es egy hidrofil fazis hatarfeluleten kifejteni 
kepes mikroorganizmus izolalt formaban tdrteno eloallitasara, azzal jellemezve, hogy 

i) a koolajkomponenst vagy -szarmazekot tartalmazo filmet szenforrast nem tar- 
talmazo minimal taptalajra visszuk fel, 

ii) erre a taptalajra koolajszennyezesbol szarmazo, mikroorganizmus-kevereket 
tartalmazo mintat oltunk ie, a leoltas utan a taptalajt legalabb addig inkubaljuk, amig 
eszlelheto mikroorganizmus-telepet kapunk, amennyiben azonban ez tetszolegesen meg- 



hatarozott idotartamon belul netn kovetkezik be, az i) es jelen ii) lepeseket megismetel- 
juk, 

iii) a kapott telepekbol szarmazo mikroorganizmusok bonto aktivitasat megvizs- 
galjuk a telepek kornyezeteben es 

iv) a kapott telepekbol szarmazo, bonto aktivitasu mikroorganizmusok tenzid- 
termelo kepesseget ellenorizzuk. 

A talalmany szerinti eljarasban fakultativ anaer6b mikroorganizmust allitunk elo, 
azaltal, hogy anoxikus legzest elosegito anyagokat, elonyosen elektronakceptorokat 
es/vagy oxigenforrasokat - celszeriien az alabbiak kozul egyet vagy tobbet: Ti- 
vegyuletek, Mn-vegyuletek, nitrit, nitrat foszfat, pirofoszfat, szulfit, szulfat, piroszulfdt 
ionok vagy soik - tartalmazo minimalis tapkozeget alkalmazunk, es elonyosen a teny&sz- 
test legalabb egy ideig anaerob konilmenyek k6zott vegezzuk. 

A bonto aktivitast elonyosen a telepek kozvetlen kornyezeteben vett mintak 
szennyezoanyag-koncentraciojanak vizsgalata vagy a bontott felulet atmeroje alapjan 
allapitjuk meg. Bonto aktivitaskent elonyosen paraffinbonto vagy jellegzetes szennyezo- 
deseket bonto enzimaktivitast vizsgalunk, elonyosen mintavetel, oldoszeres extrakcio, 
majd gazkromatografias vizsgalat utjan. 

A kapott telepekbol szarmazo mikroorganizmusok tenzidtermelo kepesseget egy 
elonyds lehetosegkent hidrofil-hidrofob cseppentesi proba alapjan vizsgaljuk meg. 

Egy tovabbi szempont szerint a talalmany targyat kepezik koolajkomponens vagy 
- szarmazek bontasara alkalmas, a bonto aktivitast a koolajkomponens vagy szarmazek 
es egy vizes fazis hatarfeluleten kifejteni kepes mikroorganizmus, amely legalabb egyfeie, 
a koolajkomponens vagy -szarmazek bontasanak katalizalasara alkalmas enzimet, vala- 
mint legalabb egyfeie tenzidet termel. 




Elonyosen a mikroorganizmus a Bacillus subtilis fajba, Bacillus cereus fajba, 
Pseudomonas vagy Xanthomonas nemzetsegbe tartozo fajba tartozo torzs, elonyosebben 
fakultativ anaerob. 

Igen elonyosen a mikroorganizmus koolajszennyezes-bonto aktivitdsa szennye- 
zett taptalajon torteno tenyeszt&sel kimutatva a Hegrem vagy a Hegboost torzsekenel az 
alabbi koolajszennyezesek legalabb egyiken merve atlagosan Iegalabb 1,5-szer nagyobb: 
hidrofob kivalas, aszfalten, malten, 5% aszfalten + olaj. 

A talalmany szerinti mikroorganizmus elonyosen a talalmany szerinti eljarasok 
barmelyikevel allithato elo. 

Igen elonyosen a talalmany targyat kepezi mikroorganizmus, amely a NCAIM-nal 
a NCAIM (P) B 1304, NCAIM (P) B 1305, NCAIM (P) B 1306, NCAIM (P) B 1307 
vagy a NCAIM (P) B 1308 szamon, 2002. aprilis 17-en letetbe helyezett torzsek barme- 
lyike vagy azok barmelyikebol szarmazo torzs. Egy elonyos megvalositasi mod szerint a 

mikroorganizmus genetikailag modositott, elonyosen markerkent genomjaba beepitett 

# 

ismert szekvenciaju DNS-fragmentumot hordoz. 

Egy tovabbi szempont szerint a talalmany targyat kepezi a talalmany szerinti mik- 
roorganizmus alkalmazasa koolajkomponens vagy -szarmazek okozta talajszennyezes 
lebontasara. 

Az alabbiakban roviden ismertetjuk a leirashoz tartozo abrakat. 

Az 1. abran az elso harom Petri-cseszeben vekony szennyezoanyag-filmre leol- 
tott, izolalt bakteriumok telepei lathatdk. Megfigyelheto, hogy a telepek kornyezeteben a 
felvitt szennyezoanyagokat atalakitjak vagy elbontjak, amit a kerdeses anyagok feltisztu- 
lasa vagy elszinezodese jelez. Amennyiben a bonto aktivitast jellemezni kivanjuk, meg- 
merhetjiik a feltisztult (elszinezodott) sav szelesseget (atmerqjet). 

A 2. abran a kapott mikroorganizmus-torzsek tenzidtermelo kepessegenek el- 
lenorzeset mutatjuk be hidrofil-hidrofob cseppentesi proba alapjan. J61 lathato a kulonb- 
seg a szetterulo es a nem nedvesito csepp kozott. 



A 3. abran kulonbozo mikroorganizmus-torzsek gazkromatografids vizsgaiattal 
jellemzett hat&sat mutatjuk be ketfele paraffinminta (V. jelu: 3. a es II. jelu: 3.b abrak) 
teljes szenhidrogen-tartalmara 1 hetes inkubacio utan. Az oszlopdiagramon az elbontat- 
lan anyagok teljes gorbe alatti teriilete es a lebontatlan mintara jellemzo gorbe alatti terii- 
let aranyat tiintettuk fel szazalekban kifejezve. A vizszintes tengelyen felttintetett jelzesek 
a kovetkezo mikroorganiztnus-torzseket jelentik: 
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Hegrem* 




Refn 


Hegboost* 
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MOL-2 


NCAIM(P)B 1304 
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MOL-32 


NCAIM(P)B 1305 


C 


MOL-51 


NCAIM (P) B 1306 
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MOL-66 


NCAIM(P)B 1307 
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MOL-107 


NCAIM (P)B 1308 


F 


MOL-113 


egy, altalunk izolalt Pseudomonas sp. torzs 



*Forgalmazza: Oil Cleaning Bio-Products Ltd. P.O.Box 46, Royston, Hertfordshire SG8 
9PD U.K. Id. a (mellekelt) termektajekoztatokat. 

Az alabbiakban - a korlatozas szandeka nelkul - peldakat is felsorolva ismertet- 
juk a talalmany szerinti megoldas nehany megvalositasi modjat 

Ha a bioremediacio celjabol, vagy hidrofob szennyezodesek, lerakodasok bonta- 
sa celjabol genetikailag eredetileg nem modositott mikroorganizmusokat izolalunk a k6r- 
nyezetbol, un. sterilizalt "szilard minimal taptalajt" vagy elonyosen "szilikagel szilard 
taptalajt" alkalmazunk (peldaul Petri-cseszekben). 

Amennyiben elonyosen aerob es anoxikus tevekenysegre egyarant kepes mikro- 
organizmusokat izolalunk, celszeru anorganikus nitrogen, ken, foszforsokat es agar-agart 
tartalmazo taptalajt, elonyosebben sterilizalt szilikagel szilard taptalajt alkalmazni. 



A szilard minimal taptalajra elonyos valamely oldoszerben, elSnydsebb gyorsan 
illano szerves oldoszerben (alkoholban, acetonban, eterben), meg eldnyosebb pentanban, 
hexanban, esetleg toluolban oldott, a k^rdeses hidrof6b szennyezo anyagot vagy egy<§b 
lebontando hidrofdb anyagokat (peldaul szenhidrogeneket, koolajat, komponenseit, ezek 
szarmazekait, stb.), meghatarozott mennyisegben, vekony film formajaban felvinni, s a 
kivalasztando mikrobak tiszta tenyeszetebol erre a "szennyezofilm-retegre" leoltast ve- 
gezni, majd a keszitmenyt megfelelS (pszichrofil, mezofil, termofil, illetve aerob, vagy 
anaerob) viszonyok kozott inkubalni. Bizonyos ido elteltevel azok a mikrobak, melyek 
rezisztensek a kerdeses szennyezo anyaggal szemben, s azt bontani k^pesek, rendszerint 
6sszefugg6, esetleg jeUegzetes morfologiaju vagy pigmentacioju telepet kepeznek. 

Elonyosen a mikrobak a telepek kSrnyezetebe a lebontando hidrofob anyagokat, 
peldaul szenhidrogeneket bontd enzimeket, valamint tenzideket (felOletaktiv anyagokat) 
bocsatanak ki (1. 6s 2. abra). 

Az enzimtermelesnek egy jellemzqje maganak a telep kdrriyezet^ben feltisztult 
vagy elszinezodott savnak a sz&essege. Ez elsosorban az enzimtermel^s intenzitasara 
jeUemzo (1. abra). A termelt enzim aktivhasat peldaul ugy allapithatjuk meg, hogy a tele- 
pek kornyezetebol mintat vesziink es abban megvizsgaljuk a szennyez6anyag osszetetel- 
et, peldaul gazkromatografids vizsgalattal (3. abrak). Az elegendoen magas enzimaktivi- 
tast mutato mikroorganizmusokat kivalasztjuk. 

A tenzideket termelo mikrobakat kivalaszthatjuk a mintak hidrofil-hidrofob 
vizsgalata alapjan (peldaul vlz-cseppentessel, tovdbba paraffin-cseppentessel) (2. abra). 

Attol fiiggden, hogy milyen kortilmenyek kozott vegezzuk a mikrobak szelekci- 
ojat, azok bontasi aktivitasan tul, informaciot nyerhetunk azok eletfeltaeleirdl is. Igy a 
bioremediaciora alkalmazott mikrobak lehetnek "hidegkedvel6k" (pszichrofilek), k6ze- 
pes homersekleteket kedvelok (mezofilek), vagy a megszokottnal magasabb hom^rseklet 
kedvelok (termofilek). 

Oxigenigenyuk tekinteteben aerob, anaerob, vagy fakultativ anaerob mikrobak 
nyerhetok. Hatekonysaguk es alkalmazasuk gazdasagossaga alapjan a bioremediacios 



folyamatokra tobbnyire mezofil-aerob, termofil-anaerob, illetve fakultativ anaerob mik- 
robak johetnek szamitasba. Elonyosek a fakultativ anaerobok. Ezek szelektalasahoz azon 
talalmany szerinti kovetelmenyen tul, hogy a taptalaj anoxikus legzest elosegito anyago- 
kat tartalmazzon, sziikseges az is, hogy egy ideig a tenyeszetet anaerob korulmenyek 
kozott inkubaljuk. 

Adott esetben kdvetelmeny lehet, hogy a bioremediaciora alkalmazott mikro- 
organizmusok ne idezzenek elo sem nOvenyi, sem allati, vagy emberi megbetegedeseket, 
azaz apatogeneknek kell lenniuk (1, 2). Mas esetekben akar megbetegedest eloidezo 
mikrobak is alkalmazhatok, amelyek kesobb elpusztulnak, vagy emberre veszelytelenek. 
Ilyen modon akar egyideju kartevo- vagy gyomirtas is megvalosithato. 

Szenhidrogenek bontasara az emlitett szelekcios modszerunkkel Bacillus 
subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas sp., Xanthomonas sp., stb. mikroorganizmusokat 
izolaltunk koolajjal szennyezett talajokbol, melyek kozul az alabbiakat Budapesten a 
National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms gyujtemenyeben de- 
ponaltunk 2002. aprilis 17-en: 



MOL-jelzet: 


Nyilvantartasi szam: 
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NCAIM (P) B 1304 
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NCAIM (P) B 1308 



Mikroorganizmusok lehetnek genetikailag modositottak, eldnydsen markerkent 
genomjaba be6pitett ismert szekvenciajii DNS-fragmentumot hordoznak. 

Fakultativ anaerob mikrobak szelekci6ja soran a pi. kfivetkezo anoxikus legzest 
lehetove tevo elektron akceptorokat, illetve hidrogenakceptorokat alkalmazhatjuk: nitrit- 
(N0 2 ) nitrat- (N0 3 *), foszfat- (P0 4 3 ), vagy szulfat- (S0 4 2 ) sok, valamint egyeb, a 



nitratlegzest lehetove tevo elektronakceptor(ok) (N0 2 , N0 3 , P0 3 , P0 4 , P 2 0 4 , P 2 0 7 , 
CIO4, BO4, B2O7) azok anorganikus soit, vagy organikus anyagok. 

Egy igen elonyos megvalositasi mod szerint adalekanyagkent anorganikus leg- 
zest katalizalo elektronakceptorokat, pi. femionokat, illetve ezek soit, elonyosen Zn-iont 
vagy Ti-iont, pi. TiCb-so formajaban, alkalmazhatunk. 

A szelekcio soran, az adalekanyagok osszeallitasakor elonyosen tekintettel va- 
gyunk annak a kornyezetnek a minosegere, osszetetelere, amelyben a mikroorganizmust 
alkalmazni kivanjuk. 

Ha a kezelendo teriilet talaj, peldaul az altalajban a N- es P-tartalmu anionok 
ritk&k, mig a S-tartalmu (pi. SO4 2 ") anionok, valamint a K + - es Ca 2+ -ionok nem. Ugyan- 
csak celszeru a talajban ritka, az enzimek katalitikus mukodese szempontjabdl szukseges 
ionokat, pi. mangan-, molibden, titan- es cinkionokat biztositani a bakteriumok szamara. 

A szelekcios eljarasunkkal izoldlt, illetve a robbantds soran alkalmazhato 
mikroorganizmusok tevekenyseget es bonto aktivitdsdt elonyosen befolydsolo adalek- 
anyagokat a teljesseg igenye nelkiil az 1. tdbldzatban foglaltuk ossze: 



anoxikus legzest elosegito anyagok, elonyosen redoxrendszerek es elektron- 
akceptorok, celszeruen tobb oxidacios allapotu femek vegyuletei (pi. vas-, rez-, titan-, 
mangan vagy molibden-ionok, vagy manganatok es/vagy molibdenatok), valamint 

nitrit, nitrat, foszfat, pirofoszfat, szulfit, szulfat, piroszulfat ionok vagy soik, 

enzimek aktivitasat fokozo femionok es nyomelemek, celszeruen vas-, rez-, nikkel-, 

kobalt-, mangan-, magnezium-, cink- vagy kalciumionok, 

szenforrasok, elonyosen glukoz, szacharoz, melasz, glicerin, acetat, xantan, 

nitrogenforrasok, elonyosen pepton, nitrit, nitrat, ammonium ionok vagy soik, 

foszforforrasok, elonyftsen foszfat, pirofoszfat vagy soik, 

kenforrasok: szulfat, piroszulfat ionok vagy soik, 

tenzidek es/vagy feluletaktiv anyagok, elonyosen Tween 20, Tween 40, Tween 60, 



Tween 80, nonit, DMSO, 

felulethez valo tapadast elosegito anyagok, elonyosen barmely termeszetes vagy 
szintetikus polimer, peldaul poli-akrilamid, poli-vinilpolimer, elonyosebben biologiailag 
le bonthato polimerek, peldaul hidrokolloidok, igen elonyosen xantan. 

Nyilvanvalo, hogy az adalekanyagokat a mikrobakra nezve nem toxikus mennyi- 
segben kell a taptalajhoz adni. 

PELDAK 

1. Pelda - Tenyesztes minimal taptalajon 

A kerdeses szennyezest (koolajkomponenseket, peldaul paraffinok, aszfaltenek, 
maltenek, stb., vagy koolajszarmazekokat) tartalmazo talajmintakb61 fiziologias sooldat- 
tal, vagy elonyosen barmely elettanilag alkalmazhato, pH 6.5 - 7.5 kemhatasu pufferral 
hig (1 - 20%-os) szuszpenziot keszitettunk, ennek kiilonbozo higitasait un. "agar-agar 
minimal taptalajra" leoltottuk, s a kivant homerseklen, elonyosen 0 - 80°C-on, tetszole- 
ges ideig, elonyosen 12 - 72 oran at inkubaltuk oket Az izolalt telepeket szennyezo- 
anyag-bontasi aktivitasuk alapjan szelektaltuk. 

Az "agar-agar minimal taptalaj" osszetetele 1000 gr desztillalt vizre szamitva a 
kovetkezo volt: 

0,1 - 3 g, elonyosen 2.5 gNa 2 HP0 4 
0.1-3"" 1.5"KH 2 P0 4 
0.1-3"" 0.5 " (NH4) 2 S0 4 
0.01-3 " " 0.05 CaCl 2 
0.5 - 3 " " 2.0 " agar-agar 
0.1-5" "1.5"NaN0 3 , 




Lathato, hogy a taptalaj anoxikus legzest elosegito ionokat (P0 4 3 * ill. protonalt 
formai, S0 4 2 \ N0 3 "), azaz elektronakceptorokat tartalmaz, ami iehetove teszi aerob es 
fakultativ aerob mikroorganizmusok szelektalasat is. 

E16ny6snek talalt esetekben a fenti taptalajt kiegeszitettuk 1 - 50 ml, meg elo- 
nyosebben 10 ml alabbi, 1000 ml-ben oldott nyomelemek torzsoldataval keszitettiik el: 

0. 1 - 0.5 g elonyosen 0.25 g H3BO4 
0.1-1.0" " 0.25 " CoCl 
0.1-2.0 " " 0.25 "CuCl 2 
0.05- 2.0 " " 0.25 " FeS0 4 
0.01- 1.0 "" 0.025 " MnCl 2 , 
0.01- 1.0 " " 0.025 " NaMo0 4 
0.01- 1.0 ""0.025 "NiCl 2 
0.01- 1.0"" 0.025 "TiCl 4 

A tobb oxidacios allapotu femionok (pi. Ti-, Mn- es Mo-ionok) mint 
redoxrendszerek szinten elosegitik az anoxikus legzest. 

2. Pelda - Szilikageles taptalaj 

A szennyezett talajmintak mikrofloraja kitenyesztheto steril, un. "szilikageles 
minimal taptalajon is, mely az un. Vinogradszkij-fele szilikageles szilard taptalaj 
1. peldaban megadott anyagokkal dusitott valtozata. 

A "szilikageles minimal taptalajon" termofil (50-80°C) es extrem modon 
termofil (80-1 10°C) mikroorganizmusokat is tenyeszthettunk es szelektalhattunk. 

3. Pelda - Szennyezoanyag-bonto aktivitas vizsgalata 

A "minimal taptalajokon" izolalt mikroorganizmusok szennyezo anyagokat bon- 
to kepessege is tanulmanyozhato ugyanezeken a taptalajokon. Ilyenkor ugy jarunk el, 
hogy a kerdeses "minimal taptalajra" valamilyen old6szerben, elonyosen konnyen ille- 
kony oldoszerben (alkohol, aceton, eter, stb.), hidrofob szennyezo anyagok (pi. szenhid- 



rogenek, iipoidok, stb.) eseteben meg elonyosebben pentanban vagy hexanban oldva, az 
ismert szennyezo anyagbol vekony filmet retegeztunk, s a vizsgalando mikroorganizmu- 
sokat erre oltottuk le (1 . abra). 

A leoltasokat kivant homersekleten es meghatarozott oxigenkoncentracio mel- 
lett, tetszoleges ideig, elonyosen 12-96 oraig, meg elonyosebben 48 oraig inkubaltuk, s a 
kepzodott telepekkel ezt az eljarast nehanyszor, elonyosen 2 - 3-szor megismeteltuk. 

A kontrollalt oxigenkoncentracio lehetoseget biztositott arra, hogy szelekcios 
modszeriinket aerob, illetve anoxikus viszonyok kozott kivitelezve elonyosen olyan mik- 
roorganizmusokat izolaljunk, amelyek mind aerob, mind pedig anoxikus viszonyok ko- 
zott kifejthetik aktivitasukat Az ilyen fakultativ anaerobok izolalasakor tehat legalabb a 
tenyesztes egy reszet anoxikus koriilmenyek kozott vegeztiik, a taptalajhoz pedig 
anoxikus legzest elosegito anyagokat adtunk. 

Ha az igy izolalt mikroorganizmusok a film formajdban felvitt szennyezo anya- 
gokat telepeik kornyezeteben atalakitottak vagy elbontottak, ezt a kerdeses anyagok 
feltisztulasa, vagy elszlnezfidese jelezte (1. abra). 

Az alabbiakban bemutatjuk, hogyan ellenSriztuk a bontas hatekonysagat, a fel- 
tisztulasi zonaban az adott ido alatt elbontott szennyezoanyagok aranyat (3 abra), ezaltal 
a kivalasztott enzimek aktivitasat, vaiamint a lebontasi folyamatokban elonyosen kozre- 
jatszd, egyeb anyagok, kozelebbrol tenzidek megjeleneset (2. abra). Termeszetesen szak- 
ember erre a celra mas m6dszereket is alkalmazhat. 

4. Pelda - Mikroorganizmusok hatasanak vizsgalata 

Olajbonto enzimek aktivitasa 

Steril,10 cm atmeroju Petri-cseszekbe toltott 15 ml "minimal agar-agar", vagy 
"minimal szilikagel" taptalaj feluletere, 5%-os,hexanban,vagy toluolban oldott koolaj- 
termeket retegezunk egyenletesen, s a kepzodott koolaj filmre a szennyezett (talaj, talaj- 
viz, stb.) kornyezetbol vett mintakbdl kitenyesztett mikrobak (folyadek) tenyeszetebol 
platina kaccsal vonalszerii leoltast vegzunk, s a kivant (aerob, vagy anaerob) koriilme- 
nyek kozott, s a valasztott hdmersekleten (15-20, 30-35 vagy 50-85 °C-on), a kivant 
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ideig (24-240 6ran at) inkubaljuk, mindaddig, mig a mikroorganizmusok jol lathato tele- 
pet kepeznek. Abban az esetben, ha a leoltott mikroorga-nizmusok telepei kornyezeteben 
a "szenhidrogen-film" valamilyen valtozasat (feltisztult udvar, elszinezodes, stb.) eszlel- 
juk, e zonakbol dug6furoval mintat veszunk, oldoszerrel (hexan, toluol, stb.) extrahaljuk 
es GC-vel megvizsgaljuk a koolajtermek mennyiseget es a benne levo komponensek osz- 
szetetelet. 

Olajbonto enzim(ek) termelesi hatekonysaganak (beleertve a bakterium eletke- 
pesseget) jo jellemzoje a feltisztult zona szelessege. Az enzimek aktivitasara pedig hata- 
suk alapjan, a koolajtermek szenhidrogen-komponenseinek csokkenese alapjan kovetkez- 
tethetunk. 

Nehany izolalt mikroorganizmus-torzs aktivitasat az 2. es a 3. tablazatban mu- 
tatjuk be ismert torzsekevel osszehasonlitva. A tablazatokban a torzsek jelentese a ko- 
vetkezo: 

Hegboost* 



BO-l: 






RO-1: 


Hegrem* 




A 


MOL-2 


NCAIM (P) B 1304 


B 


MOL-32 


NCAIM(P)B 1305 


C 


MOL-51 


NCAIM (P) B 1306 


D 


MOL-66 


NCAIM (P)B 1307 


E 


MOL-107 


NCAIM (P) B 1308 


F 


MOL-113 


egy, altalunk izolalt Pseudomonas sp. torzs 



*Forgalmazza: Oil Cleaning Bio-Products Ltd. P.O.Box 46, Royston, Hertfordshire SG8 
9PD U.K.. Id. a (mellekelt) termektajekoztatokat. 




2. tablazat 

Bakterium csoportok hatasa kul6nboz6 molekulatSmeeu es o.p.-ju paraffinokra 



Csoport jele 


paraffin 




DW 6266 


DW 7580 


DW 5456 


DW 5658 


DW 5052 


BO-1 e 


+ ' 
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+ 
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+ 
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+ 
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++ 
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+++ 
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1 1 I I 


+++ 
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1 l 1 I- 
15-18 


11-19 


B 1 


+++ 
5-11 


+ 

5-6 


+++ 
10-15 


■Mil 
13-20 


+++ 
10-16 


C 1 


H 1 h 

10-15 


± 
4 


+++ 
14-17 


+++ 
14-18 


+++ 
11-14 


D e 


+ 

5-7 


+ 

4-5 


++++ 
10-22 


I I II 
10-34 


+ 

4-7 


E e 


+ 

6-7 


+++ 
10-13 


— 1 — t I 

13-17 


+++ 
11-13 


-H-+ 
13-16 


F 6 


++ 
9-12 


++ 
6-10 


++ 
7-12 


++ 
4-10 


++ 
7-12 



t = enzid hatas, e = enzim tevekenyseg 
aktivitas: 

+ = csekely 

++ = r^szleges 

-H-f =jo 
+++/+-H-+ = kivalo 

szam = bontott felulet atmeroje (mm) 




3. tablazat 

Kiilnnbozo konlajkivalasok hontasa bakterium csoportokkal 37 °C-on, 96 6ra alatt 



Jelzes 


hidrofob x 


aszfalten 


malten 


5% aszfalten + 
Alg#571 olaj 
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RO-1 i 


+ 

4-10 
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1 1 1 r 
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± 
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1 1 II- 
22-25 


B 


+ 

4-8 


1 l I l 
14-20 


+ 

4-7 


1 1 I 1 
34-37 


C 


+ 

4-6 


++ 
7-12 


± 

2-4 


■Ull 
25-30 


D 


+ 

3-6 


+ 
4 


+ 

4-8 


III 1 
30-35 


E 




+ 

5-7 


1 1 1 I- 


-H-H- 


-H-++ 
22-25 


20-25 


30-35 


F 


+ 

4-5 


+ 

4-5 


I 1 I I 
10-35 


20-35 



t = tenzid hatas, e = enzim tevekenyseg 

aktivitas: 

+ = csekely 

++ =reszleges 

+++ =jo 

+++/++++ = kivald 

szam = bontott felulet atmerSje (mm) 

Mint a 3. abrat a tablazatokkal osszevetve lathat6, izolalt torzseink legtobbjenek 
enzimaktivitasa GC-vel merve vetekedett a technika allasa szerinti tdrzsekevel, a feltisz- 
tult teriilet, mint sav atlagos szelessegevel (bontott felulet atmerdje) jellemzett bontasi 
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hatekonysaguk - szennyezoanyagtol fuggoen - szamos esetben szignifikansan meghalad- 
ta azoket. Eljarasunkkal tehat celra szelekt&lt, hatSkony mikroorganizmusok allithatok 
elo, 6s alkalmazasi teruletuket elonyosen a leginkabb hatekonyan bontott szennyez^s 
fajtaja szerint allapitjuk meg. 

Tenzidtermeles kimutatasa hidrofil-hidrofob cseppentesi probaval 
Hasonlokepen jarunk el, mint az olajbonto enzimek kimutatasa eseteben, azzal a 
kulonbseggel, hogy a vizsgalt mikroorganizmusok - valasztott koriilmenyei kozott kep- 
zodott telepei kornyezeteben- , a feltisztult zonaban desztillalt vizet, vagy olvasztott 
paraffint cseppentiink a taptalaj feluletere. A desztillalt viz a tenzidet tartalmazo zonaban 
szetterul, a fel nem tisztult (hidrofob) zonaban viszont elmozdithato, gombalaku cseppet 
kepez. Az olvasztott paraffin csepp a tenzidet tartalmazo zonaban szetterul, s ez elmoz- 
dithato, viszont a hidrofob zonaban megtapad es helyzetebol nem mozdithato el (2. ab~ 
ra). 

A cseppek feliileti hatarszoge merheto mennyiseg, amely akar a tenzidtermeles 
kvantitativ jellemzesere is alkalmas lehet, termeszetesen egyeb parameterek (tenyesztesi 
ido, cseppentes helye) rogzitese eseten. 

5. Pelda - Alkalmazasok 

A talalmany szerinti mikroorganizmusok felhasznalhatok koolajjal, kenoolajok- 
kal, uzemanyagokkal es egyeb szenhidrogenekkel es azok kul6nbozo,(pl. halogenezett) 
szarmazekaival, vagy peszticidekkel, herbicidekkel, toxikus hulladekokkal, altalaban 
barmely biologiailag lebonthato/hatastalanithato xenobiotikumokkal szennyezett kornye- 
zet talajvizek, szemetlerakok, stb. karelharitasara. 

A mikroorganizmusok ezen felul talajszennyezest eloidezo kornyezeti katasztro- 
fak (pi. fbldgaz es termalviz kitdresek, stb.) ,vagy sulyos talajszennyezesek (pi. olajveze- 
tek karosodasok, cian szennyezesek, stb.) , kornyezetszennyezo anyagokat tartalmazo 
arvizek, belvizek, kulonbozo deponiak, stb. kovetkezmenyeinek merseklesere es/vagy 
elharitasara is alkalmasak, melyek a talaj felszlne es a talajviz szintje kozott helyezkednek 



• # 



el. Felhasznalhatok tovabba koolajkivalasok es -ierakodasok bontasara tartalyokban, 
csovekben stb. 

Bizonyos esetekben azonban a talajvizbe mar bejutott szennyezesek karelharita- 
sara is alkalmazhatok. 
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TEBMfiK aXZTONSAGX ADATLAPJA 

1. Jciadis kclt: 1997. no v ember 30. 

X. azAJUC.ir6: Oil-Cleaning Bio-Producta Ltd., P.O.BOX 46, Roygton, RdrtCordshira 
SGfi 9PD, O.K. Tel^ (+44} CO) 17 63 287 749. 
XX. UE±*g<fl *S daSBBTtxSLt 
AltalSnoa leir&a; Biol6giailag lebonthat6 folyad6k, adal^k a Hegrjcem markanevO 
term^khffiz 9 saennyozett talaj bipX6giai hely^e^liltAs^nal; utolad £az±saJban. 
OaazateteX? FclUletaktiv anyagok, habzAsg4tl6k ee toakfceirAum-t: Apanyagok ke voir £ Ice; 
3^6tv51a*ztott korpa termeazetos bakt6riumOkkal . 

XXX. VEaaufcraroswAa AZC3NOafTAflA: Az 1993-as 27ae ChomXcaX Hazatrtte (laJFoxmatJLon &nd 
Facka&JLn&) &&gruJ.&t±ona (CHX&) (Rcndolkez63ek a KemJLai. Ve az61 yfo trjcA 3 o Jcx-d 1 
(TAj^koztatis es csomagolaa) J 5. rendelkezeaa 6rtelm6ban tOsrfceng kiezallifcaa 
mallett az anyag nera t e Jcinfc end6 veszelyeenek. A ayaarfc6 ezt a tajakoztat^at a CHIP 
6. fuggelake azerint, az 1974— ea HwJcae^&azaegrClgyl. 09 Munkabiztono^gi Tdjrveny 
6(4) a kOvatelxnanyeinek megfalelflen adja. 

xv. KZiB^aeGfeXiV tGXmXOTTc zxpozici6 ssb:t£n » 

SZEM VAGY B<5Ri Mem varhat6 probl^wak fellepeae. 3zUkaag eaeten ablltda vagy mosaa 
vizzel . 

LENYELfiS : Hanyingart okozhat , Bfiaegesen itassunk vizat, hfinytatni nest dzabad. Ha 
a roaszullat fcart6e, forctuljwnk oirvoehoz. 
BELfiGXfis: Problamak jelentkezese nam varhat6. 

V: TOa- AS ROaBANAs-VKaZ*I.YB5afl6CI AS3ATOK, TtfzOLXAS *46r>OAc Nem gyiilekOny. 

VI, BXaX&tAs AZ ANYAG V&XAXXJQSf KXSZAJ&ADUtASA K±s mennyis6gQ kiiSmitttt: 
anyagot a szennyvizeivazetdbe ^tfpttirhe t:\Ank - Nagyobb mennyisegeket itaaaunk fai 
abazorbensdel, helyazzilk hulladaktarol6 kontenerbe es kezeljQk az idavonatkozA 
rendeleteknek megfaXe!6en. 

VII . A TERM^K tArOZJIjSA 63 KE2EL^0K : 

TAROLAS: Huvflg, szAraz helyen, kazvetlan napaugarzaat6X vedve „ Me taroAjuk 5 °C 
alatt as 40 °C felett. 




Altal^nos leirls = Vosz^lyteXen, biol^giaiXag Xebonthat6 abszorbena 6a taiologiaJL 
heXyreallit6 szer* 

Oaszet^tel : Kezelt tetmao zeteo c:ellul6ziro3toWb61 Alio szabadon jfolyo por, at 
rostok sajat termaazetesen oldf ox-dhilo bakt6riumaival . > 

XIX. VB8Z£^XTORStA9 A*5O*IO0±tAsa= Az 1993-aa TJh& Chemical Hazaxrdta (Information and 
&acka94ji&) Re&uZa tzJLorxs (CHIP}) (Rendal)ce26fleJc a K^miai Veaz6XyforrAsokr61 
(Taj6kpztatis 6a csotMgolas)] 5. randeXkezeae <5;irt;elinab«?n tdrten6 fctazalXitAo £s 
hasznaXat meXl^tt anyag nem tekintsndtf veazeXyadnek. A gyartd est a 

tajako2tataat a CHIP 6„ fUggeXeke szerint, az Munka ag6 g zo 6 gttgyi da 

»Munkabiztonaagi TOrveny 6(4) S-a kaveteXmenyainek megfeXaX6en adja. 
VeczaXyea 6sszetev«5: 2 9 CFR 191 0: kelXemetXen por. 

Az USA KOzXakedeai Minio^t^riuma veazeXy-beaorpXaaa: nam ve0 2^iyea. SzAXXiUsi 
osztalyj 50 
XV. KX.S$SJfiG&I«Yx 

SZEMBE KBROXifeS: Kivarttaadast as irritaei6t okozhat, Kezmoaa3 tifcajn vizzel ofc>litsak 
ki.. 

KKROLfiS; fitzekeny taQrt. ingereXhet, Nagyon erzekeny bfirUek viaeXjenek 
keszty<5t. Haazn^lat utan szappanos kezmosaa* 

ZjENVEI»6s.s Hanyingert vagry haamenest okozhat. Bdaegsaen itaaaunk vizet, hanytatni 
nem szabad. 

BEL^GZfes ; AXiergiasoknaX keXXemetXen erzest okozhat. MehezOXfi Xegzes osetan az 
erintettet vXgyttk fzrisa Xevegfire. 




SZAB ADALMI IGENYPONTOK 

1. Eljaras hidrofob szennyezoanyag, koolajkomponens vagy -szarmazek bontasa- 
ra alkalmas, a bonto aktivitast a szennyezoanyagot, koolajkomponenst vagy -szar- 
mazekot tartalmazo hidrofob fazis es egy hidrofiJ fazis hatarfeluleten kifejteni kepes mik- 
roorganizmus izolalt formaban torteno eloallitasara, azzal jettemezve, hogy 

i) a koolajkomponenst vagy -szarmazekot tartalmazd filmet szenforrast nem tar- 
talmazo minimal taptalajra visszuk fel, 

ii) erre a taptalajra koolajszennyezesbol szarmazo, mikroorganizmus-kevereket 
tartalmazo mintat oltunk le, a leoltas utan a taptalajt legalabb addig inkubaljuk, amig 
eszlelheto mikroorganizmus-telepet kapunk, amennyiben azonban ez tetszolegesen meg- 
hatarozott idotartamon belul nem kovetkezik be, az i) es jelen ii) lepeseket megismetel- 
juk, 

iii) a kapott telepekbol szarmazo mikroorganizmusok bonto aktivitasat megvizs- 
galjuk a telepek kornyezeteben es 

iv) a kapott telepekbol szarmazo, bonto aktivitasu mikroorganizmusok 
tenzidtermelo kepesseget ellenorizzuk. 

2. Az 1 igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy fakultativ anaerob mik- 
roorganizmust alhtunk elo, azaltal, hogy anoxikus legzest elosegito anyagokat, elonyosen 
elektronakceptorokat es/vagy oxigenforrasokat - celszeruen az alabbiak kozul egyet 
vagy tobbet: Ti-vegytiletek, Mn-vegyuletek, nitrit, nitrat foszfat, pirofoszfat, szulfit, szul- 
fat, piroszulfat ionok vagy soik - tartalmazo minimalis tapkozeget alkalmazunk, es elo- 
nyosen a tenyesztest legalabb egy ideig anaerob koriilmenyek kozott vegezzuk. 

3. A 2-3. igenypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a bonto 
aktivitast a telepek kozvetlen kornyezeteben vett mintak szennyezoanyag-kon- 
centraciojanak vizsgalata vagy a bontott felulet atmeroje alapjan allapitjuk meg. 




4. A 3. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy bonto aktivitaskent 
paraffinbonto vagy jellegzetes szennyezodeseket bont6 enzimaktivitast vizsgdlunk, elo- 
nyosen mintavetei, oldoszeres extrakcio, majd gazkromatografias vizsgalat utjan. 

5. A 2-3. igenypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve , hogy a kapott 
telepekbol szarmazo mikroorganizmusok teniidtermelo kepesseget hidrofil-hidrofob 
cseppentesi proba alapjan vizsgaljuk meg. 

6. Koolajkomponens vagy - szarmazek bontasara alkalmas, a bonto aktivitast a 
koolajkomponens vagy szarmazek es egy vizes fazis hatarfeluleten kifejteni kepes mikro- 
organizmus, amely legalabb egyfele, a koolajkomponens vagy -szarmazek bontasanak 
katalizalasara alkalmas enzimet, valamint legalabb egyfele tenzidet termel. 

7. A 6. igenypont szerinti mikroorganizmus, amely a Bacillus subtilis fajba, 
Bacillus cereus fajba, Pseudomonas vagy Xanthomonas nemzetsegbe tartozo fajba tar- 
tozo torzs. 

8. A 6. vagy 7. igenypont szerinti mikroorganizmus, azzal jellemezve, hogy fakul- 
tativ anaerob. 

9. A 6-8. igenypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus, azzal jellemezve, 
hogy koolajszennyezes-bonto aktivitasa szennyezett taptalajon torteno tenyesztessel ki- 
mutatva a Hegrem vagy a Hegboost torzsekenel az alabbi koolajszennyezesek legalabb 
egyiken merve atlagosan legalabb 1,5-szer nagyobb: hidrofob kivalas, aszfalten, malten, 
5% aszfalten + olaj. 

10. A 6-9. igenypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus, azzal jellemezve, 
hogy az 1-5. igenypontok barmelyike szerinti eljarassal allithatd elo. 

11. Az 1-10. igenypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus, amely a 
NCAIM-nal a NCAIM (P) B 1304, NCAIM (P) B 1305, NCAIM (P) B 1306, NCAIM 
(P) B 1307 vagy a NCAIM (P) B 1308 szamon, 2002. aprilis 17-en letetbe helyezett 
torzsek barmelyike vagy azok barmelyikebol szarmazo torzs. 




12. A 6-10. igenypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus, amely genetikai- 
lag modositott, elonyosen markerkent genomjaba beepitett ismert szekvenciaju DNS- 
fragmentumot hordoz. 

13. A 6-12. igenypontok barmelyike szerinti mikroorganizmus alkalmazasa ko- 
olajkomponens vagy -szarmazek okozta talajszennyezes lebontasara. 
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